PTE TE 动物 学 研究 Vol. 4, Now? 
19834 6 H ZOOLOGICAL RESEARCH May., 1983 





体外 培养 哺乳 类 细胞 去 核 的 研究 
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引 


为 了 研究 细胞 核 和 质 这 两 个 主要 部 分 的 各 自 独 立 又 相互 协调 的 作用 ， 人 们 常设 想 把 
细 了 吃 核 从 网 胞 质 中 分 离 出 来， 或 者 用 再 重新 加 以 组 合 的 方法 来 进行 此 项 研究 。 这 样 就 需 
要 一 种 在 生理 条 件 下 进行 核 质 分 离 的 技术 。 自 从 1939 年 Commandon 等 最 先 成 功 地 进行 
去 六 和 核 移 植 实验 以 来 ， 一 直 是 怖 仗 显 微 澡 作 术 进 行 这 样 的 工作 。 这 种 去 核 方法 所 能 进 
行 的 工作 是 非常 有 限 的 。 

1967 年 ， 英 国 Carter 发 现 自 一 种 真 苦果 。dematioideum 培 养 物 中 分 离 到 的 代谢 物 ， 
能 诱发 小 鼠 世 细胞 的 去 核 以 及 其 它 的 一 些 生 物 学 校 应 。 这 种 物质 名 为 细胞 松 驰 素 (Cyto- 
chalasin B)。 然 而 ， 细 胞 松 驰 素 B 所 诱发 的 哺乳 类 细胞 的 去 核 率 低 ， 不 能 提供 大 量 无 核 
细胞 。Prescott 等 于 1972 年 ， 发 展 了 一 种 应 用 细胞 松 驰 素 日 作用 结合 离心 术 获 得 高 比率 
去 核 细胞 的 方法 ， 从 而 为 真 核 细 胞 核 质 关 系 、 核 质 在 病毒 感染 时 各 自 的 作用 以 及 细胞 拆 
合 工程 等 项 研究 提供 了 一 个 有 价值 的 工具 。 

目前 这 项 技术 开始 在 国内 引起 注意 ， 几 个 实验 室 已 进行 了 初步 的 去 核 技术 研究 工 
作 。 为 对 建立 此 项 技术 积累 经 验 ， 我 们 选用 了 五 种 国内 实验 室 常 用 细胞 进行 了 去 核 条 件 
的 探讨 ， 并 对 去 核 细胞 的 一 些 生 牺 学 性 质 进 行 了 相应 的 观察 ， 现 将 结果 报告 如 下 ， 


Tilt 


材料 和 方法 


ARR BB 的 配制 将 细胞 松 驰 素 电 《以 下 简称 C B) (Sigma 北 学 公司 产品 ， 
10 毫 克 / 并 ) 溶 于 10 毫 升 二 甲 基 亚 砚 中 ， 制 成 1 毫克 C B /1 毫升 二 甲 基础 的 备用 液 ， 于 
4 °C 保存 。 

细胞 ， 两 种 正常 二 售 体 细胞 , 即 次 代 奸 河 猴 肾 细胞 和 KMB,+ 人 腑 肺 二 合体 细胞 株 , = 
种 传代 细胞 系 为 ， Hela 细 胞 ， 宫 一 743 宫 颈 痛 传代 细胞 ， 人 胚 痛 传代 细胞 (昆明 军区 医 
学 科学 研究 所 赠 给 ) 。 上 述 细胞 均 生 长 于 自制 塑料 或 琉璃 载 片 上 上， 这 些 载 片 放 在 含 生长 
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波 的 平 由 中 。 细 胞 生长 液 为 199 培 EK, HPP MOKA RBM, BERK, H 
NaHCO: 调 pH 至 7.2。 然 后 放 于 含 5 %CO0 RAAB. 

去 核 步 驰 ， 将 予 热 至 37“C 的 10 豪 升 含 一 定 浓度 C B 的 细胞 营养 液 (或 含 0,5 一 1 YA 
DMSO 的 营养 液 作 为 对 照 )， 加 入 离心 管内 , 取 一 个 自制 支架 放 入 已 装 液 的 离心 管 底部 ， 
将 长 有 纲 胞 的 载 片 放 于 支架 上 ， 细 胞 面 朝 离 心 管 底部 ， 平 衡 后 ， 加 盖 ， 放 37"C 解 箱 中 预 
处 理 2 小 时 。 与 此 同时 ， 将 YAC 一 60 超 速 离心 机 175 角 转 头 和 离心 腔 分 别 预 热 至 37*C 和 
30"C， 预 处 理 后 按 实验 要 求 的 速度 及 时 间 离 心 。 此 后 ， 取 出 细胞 载 片 放 入 平 阵 中 ， 细 胞 
面 埋 上 ， 加 入 元 CB 的 营养 液 ， 让 其 恢复 形态 半 小 时 以 上 ， 用 甲醇 固定，Giemsa 染 色 ， 
在 显微镜 下 观察 细胞 去 槟 情况 ， 并 连续 计数 500 个 细胞 ， 求 出 去 核 细胞 的 百分率 。 

去 核 细胞 中 DNA 合 成 的 测定 ， 将 去 核 细胞 载 片 放 入 平 下 中 ， 加 入 1 kcijml :五 胸腺 
路 啶 核 苷 的 含 30 站 小 牛 血清 的 MEM， 在 37cC5 %CO, 年 箱 中 温 育 20 小 时 , 去除 标记 流 ， 
用 无 色 冷 PBS 洗 浆 一 次 ，5 % 冷 三 氧 醋酸 消化 四 次 ， 用 丙酮 脱水 一 次 ， 空 气 干燥 ， 将 一 
载 片 放 入 一 闪烁 杯 席 部 , 岗 哆 面 彰 上 ， 加 入 闪烁 液 ， 在 FJ 一 353 波 体 闪烁 计数 器 中 测定 ， 
同时 设置 去 核 及 正常 细胞 不 标记 、 去 核 及 正常 细胞 标记 、 空 所 闪烁 液 及 与 艇 育 细 胞 同 量 
的 *H 胸 音 等 四 个 对 照 组 。 

去 核 细 胞 及 核 体 电镜 标本 的 制备 ， 对 .KMBi, 细胞 进行 去 核 后 ， 将 离心 管 中 的 培养 
液 ， 经 低速 离心 从 离心 管 底部 收集 从 细胞 中 脱出 的 细胞 核 ， 此 和 外， 将 去 核 细 隐 载 片 放 入 
无 CB 的 常规 培养 液 中 ，30 分 钟 后 ， 将 去 核 细胞 〈 胞 质 体 ) RRA LAP, RRA 
集 ， 与 如 上 收集 的 游离 细胞 核 《 胞 核 体 ) SRR, MERA AFH eR oe 
色 ， 在 D xB: 一 12 型 透射 电子 显微镜 下 观察 。 


结 果 


(一 ) 培养 细胞 去 核 条 件 观察 

l CBR MIRAE RRBs 

不 同 的 细胞 对 C B 的 敏感 性 可 能 不 同 ， 当 固定 适当 的 离心 速度 (14,000 转 分) 等 
条 件 时 ， 我 们 观察 了 不 同 的 C BRE 每 毫升 培养 液 中 分 别 含 5、7 、9 、I0、20 蕉 克 
的 C B》 对 5 种 细胞 去 核 效率 的 影响 ， 结 果 ( 见 表 1)》 AM, (1) 一 般 情况 下 ， 随 着 
CB 浓度 的 增高 ， 细 胞 去 核 效 率 也 增加 ， 尤 其 是 次 代 铬 晴 细胞 较为 明显 ， (2) 当 CB 
浓度 增加 到 一 定时 《如 20 pg/ml) ， 在 间 样 离心 速度 下 ， 多 数 细 胞 从 载 片 上 脱落 下 来 ， 
细胞 形态 也 有 较 明显 的 影响 。 其 中 MB,,; 人 二 倍 体 网 胞 更 为 敏感 ， 在 10hg/ml 的 CB 浓 
度 时 ， 即 可 引起 较 严 重 的 细胞 脱落 。 这 说 明 当 C B 浓 度 高 于 此 限度 时 即 不 适 于 获得 较 大 
景 的 去 核 细 胞 ， (3) 不 同 细胞 株 系 去 核 时 所 需要 的 C 日 浓度 也 略 有 差异 ， 吉 KMB,r 人 
二 售 体 细胞 在 5kgjml 时 即 可 达到 98% 的 去 核 效率 ，Hela MMS A—743 细胞 则 在 
7 hgljml 时 去 核 效 率 很 好 ， 而 人 胚 肾 传 代 网 胞 系 则 需要 9 一 10pgjml 的 C BRE, 

2, 离心 速度 和 时 间 对 细胞 去 炉 的 影响 l 

离心 速度 是 去 核 技术 中 的 第 二 位 的 因素 。 在 适宜 的 CB 浓度 等 条 件 下 ， 我 们 检查 了 
离心 速度 的 作用 。 结 果 列 于 表 2 ， 从 中 可 看 出 ， 离 心 速度 一 般 不 宜 超 过 20,000 转 /分 ， 
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此 时 多 数 细胞 开始 有 严重 脱落 ， 了 且 不 能 更 多 地 提高 细胞 去 核 效 率 ， 还 不 使 去 核 细 了 胞 受 损 
伤 ， 其 中 例外 者 是 次 代 狠 肾 细 胞 ， 它 对 载 片 的 贴 附 力 强 ， 在 此 速度 时 未 见 大 片 脱 落 ， 细 
胞 去 核 效 率 提高 到 72% 。 如 果 采 用 较 低 的 离心 速度 (8,000 转 | 分) ， 了 踪 客 743 外 ， 其 他 
类 型 细胞 的 去 核 率 明 显 下 降 。 以 KMB1; 为 例 ， 当 以 8,000 转 /分 的 速度 、 加 大 CB 浓度 至 
20hg|ml 时 ， 去 核 效率 也 只 能 达到 60% 左右 。 从 我 们 所 得 结果 来 看 ， 一 般 细 胞 离心 以 
12, 000 一 15, 000 转 /分 {相对 离心 力 约 为 13,000 一 20, 000 x 8) 较为 适宜 。 











表 1 细胞 松弛 于 的 浓度 对 细胞 去 核 效率 的 影响 
去 # Ea (%) 
Ho 胞 栋 省 ARERR BARE (ug/ml 

5 7 g 10 20 
tx fh Be WF Sg 32.9 41,1 47.9 61.2 62.6 
KMB1 7 A = fit ig 98.0 98.5 99.0 ++ * 3 
Hela 79.7 91.0 68.0 63.0 * 性 
W743 59.5 79.0 70.0 72.0 * % 
AK FH RAMR 54.7 60.2 72.5 72ed 4 


说 明 : * 本 天 标 在 予 处 理 2 小 时 ， 以 14,000 转 /分 离心 30 一 4 分 刷 ， 隘 温 在 27 一 32 和 时 的 斌 玲 结 果 
“ 声 隐 在 高 心 过 程 中 脱落 严重 ， 且 残留 的 细 旋 形 大 较 益 ， 无 法 判定 结果 ， 


表 2 离心 速度 对 细胞 去 核 的 影响 
CRNA 不 同 离心 速度 《〈 转 /办 ) FARREA) 
(ug/ml) 8000 rpm 14000 rpm 20000 rpm 
oh Re EA ， 10 24.6 61.2 72.0 3 二 


KMB1ı7 A =f k M 
Hela 

A743 

ABW IERA R 


35.7 98.0 99.0 ## 
64.7 91.0 88.6 ## 
75.6 73.9 73.1 He 
27.5 72.5 72.0 #2 


own oO 
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各 种 细胞 对 离心 时 间 的 反应 不 一 致 。 从 以 上 两 个 因素 观察 结果 得 知 Hela 细胞 易 在 
离心 时 陪 落 而 次 代 猴 肾 纲 胞 则 很 不 易 赔 落 。 因 此 ， 我 们 选 这 两 种 有 代表 性 的 细胞 对 离心 
时 间 的 反应 作 了 比较 。 从 表 3 所 列 结 果 可 看 出 ， 次 代 狼 肾 细 胞 对 载 片 的 贴 附 力 很 强 ， 以 
14, 000 转 /分 的 速度 离心 120 分 钟 时 , 细胞 未 见 严重 脱落 ， 但 细胞 去 核 率 也 未 见 相 应 地 提 
高 (70%》 ， 且 其 细胞 形态 不 如 离心 时 间 控 制 在 60 分 钟 以 内 好 。Hels 细 胞 在 离心 40 分 钟 
时 即 开始 有 明显 脱落 ,所 以 从 对 各 细胞 的 观察 可 发 现 离心 时 间 , 每 次 以 30 一 60 分 钟 为 宜 。 

在 离心 一 次 的 情况 下 ， 对 次 代 猴 肾 细 胞 来 说 不 易 达 到 较为 理想 的 去 核 效果 ， 于 是 我 
们 改 用 两 次 离心 ， 即 第 一 次 离心 后 ， 将 网 孢 放 在 无 C B 的 培养 液 中 温 育 1 小 时 ， 待 细胞 
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EARR, BRAWRAKA Lug ml 浓度 的 培养 液 处 理 ， 再 次 离心 1 小 时 (14,000 
转 ) 分 ) 。 经 两 次 离心 后 ， 去 核 率 可 达到 92% MER. KABCER PHBA LR 
致 。 


E3 离心 时 间 对 细胞 去 核 率 的 影响 
CB} Be 不 同时 间 离 心 后 的 去 核 率 (0%) 
BEHA 
(g/ml) 10’ :207 30° 40° 60° 120° 
RRR 10 一 一 60 87 78 70 


Hela 5 24 63 83 55H 一 一 


说 明 ; + 7E14, 0008/3, MOR MEAU—I2OHAMZHR 
a 8 FA Be 


3。 离心 腔 温度 对 细胞 去 核 率 的 影响 

仍 用 次 代 获 涌 细胞 作 试验 ， 在 10kgjml 的 CB 浓度 下 经 两 次 14,000 转 /分 离心 ， 如 . 
离心 腔 的 混 度 为 4°C 时 ， 则 儿 乎 不 能 获得 去 核 细 胞 ， 当 温度 升 高 到 8 一 11C 时 ， 去 核 率 
达 70%，18 一 21*C 时 去 核 率 达 9496 27 一 32%C 时 达 93 冶 。 因 此 ， 在 离心 去 核 时 ， 离 心腹 
温度 宜 在 18 一 21°C 或 略 高 一 些 ， 此 时 离心 管内 的 实际 温度 为 33 一 37°C。 

4。 其 它 影响 因素 的 观 家 

我 们 还 对 CB 培养 液 子 处 理 细胞 的 时 间 ， 细 胞 生长 的 密度 ， 培 养 液 中 的 牛 血清 浓 
度 ，pH 值 以 及 渗透 压 等 5 个 因素 进行 了 观察 ， 发 现 将 培养 细 胞 的 载 片 放 入 含 C 卫 的 培 
养 液 中 预 处 理 2 一 4 小 时 ， 然 后 再 进行 离心 ， 可 获得 较 高 的 去 核 率 。 细 胞 长 成 琉 松 单 层 
时 ， 进 行 去 核 一 般 易 得 较 满意 的 结果 ， 尤 其 Hela 等 异 倍 体 传代 细 胞 更 是 如 此 。 在 选用 了 
从 牛 血清 到 100% 等 8 种 不 同 的 牛 血清 浓度 进行 去 核 观 察 ， 发 现 血 清 浓度 对 去 核 的 影响 
不 明显 ， 这 和 有 陈 瑞 馆 等 关于 牛 血清 可 增加 去 核 率 的 结果 不 尽 一 致 ， 也 和 Ln 关于 牛 血清 
WAC B 作用 的 结果 不 同 。 此 外 ， 培 养 液 的 pH 值 和 活 透 压 在 适当 范围 内 改变 ， 也 未 见 对 
细胞 去 核 有 明显 影响 。 

综合 我 们 对 所 试 五 种 细胞 的 70 多 次 试验 ， 将 各 自 比较 最 为 适宜 的 条 件 及 可 获得 的 去 
核 率 列 于 表 4 。 在 同样 条 件 下 ， 各 种 细胞 的 DMSO 对 照 组 去 核 率 > 1 %。 





4 五 种 去 核 细胞 的 制备 条 件 及 可 获得 的 去 核 率 
# m 条 # 
i Be CBW 离心 速度 高 心 时 间 离心 腑 温度 SAE 
(ue/ml) 《 转 ( 分 》 Ce) (C) 


KREN 10 14, 000 90x 2" 25—30 92 
KMB1? 5 1d, 000 30 25—30 88 以 上 
Hela q 14, 090 30 25—30 91 
EEES) 9 15, 000 30 25 一 30 91 
AK 10 14, 000 30 25—30 87 





_ 


说 明 ; PR ed’ x2， 即 文中 提 玉 的 离心 两 次 ， 每 次 607 。 
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(=) 去 核 细胞 的 一 般 生 物 学 性 质 观 察 

结合 去 核 技术 的 研究 ， 对 所 得 去 核 细 胞 进行 了 如 下 一 些 生物 学 性 质 的 观察 ， 

1。 去 核 细胞 形态 的 观察 

BERR KMB. 细胞 载 片 在 离心 后 立即 放 在 相差 显微镜 下 观察 ， 细 胞 形 态 明显 改 
变 ， 有 几乎 所 有 的 细胞 都 沿 离 心力 作用 使 核 思 脱 的 方向 苗 束 状 或 分 技 状 ， 胞 质 拉 得 细 长 。 
当 这 样 的 细胞 载 片 放 入 无 C 8B 的 正常 培养 液 中 37"C20 一 30 分 钟 后 ， 纲 胞 形态 即 恢复 正常 
培养 时 的 情况 ， 除 观察 不 到 细胞 核 外 ， 细 胞 仍 呈 梭 形 铺展 。 

2. 去 核 细胞 的 存活 时 间 

应 用 中 性 红 活 性 染料 对 去 核 后 的 KMB, 进 行 染 色 观 察 ， 在 去 核 后 36 小 时 有 少数 细胞 
出 现 死亡 征象 ，48 小 时 后 ， 大 部 分 细胞 出 现 死亡 征象 ， 表 现 为 细胞 内 颗粒 与 液 泡 失 色 ， 
胞 质 必 扩 散 性 染色 。 即 多 数 去 核 细胞 在 正常 培养 液 中 可 以 存活 36 小 时 之 久 。 

3, 去 核 细 胞 中 DNA 合 成 的 测定 

将 经 去 核 的 KMB,jy 无 核 细胞 载 片 ， 用 含有 *H 胸 萌 的 培养 液 培养 20 小 时 (KMB,; 的 
细胞 周期 约 19 小 时 )  ， 经 处 理 后 ， 在 液体 闪烁 计数 器 上 计数 。 表 5 的 结果 表明 ， 去 核 细 
胞 中 无 *H 胸 芝 的 迭 入 ， 即 提示 它 雹 DNA 合成 活动 。 这 与 国外 学 者 用 放射 自 显影 所 得 结 
果 一 致 。 








m5 去 核 细 胞 及 正常 细胞 合成 情况 的 比较 
H ipei/ml IHW a ei 20) By RR tt 
组 EA 

H & cpm) FER 99.7496 BT te Me a * 
空白 闪烁 液 31 2,43 23.71— 38,29 
E*RERARARIC a7 2.58 29.26— 44.74 
ERAR 34 3.29 24,13— 43.87 
正常 细胞 标记 247 8.09 222.73— 271.27 
#2 WNT Rt 1,940 32.26 943.22—-1136,78 
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(=) 去 核 细胞 及 核 体 超 微 结构 的 观察 

我 们 还 对 去 核 后 的 KMB,, 的 胞 质 体 和 胞 核 体 进 行 了 电镜 下 超 微 结构 的 观察 。 图 2 最 
示 了 去 核 后 30 分 钟 的 KMBi;, 细 胞 的 结 鬼 ， 其 质 膜 是 完整 的 ， 除 在 胸 核 位 置 无 胞 核 外 ， 其 
他 细胞 器 排列 及 结构 状态 均 同 图 1 所 示 的 正常 有 核 细胞 相似 ， 只 是 不 来 细胞 核 的 部 位 被 
细胞 质 所 充填 。 这 与 Shay 等 对 CHO 去 护 细 胞 所 作 的 观察 一 致 。 图 3 、4 显示 在 高 以 下 去 
核 细 胞 内 的 主要 细胞 器 。 高 尔 基 复 合 器 、 线 粒 体 、 粗 面 内 质 网 、 中 心 体 等 细胞 如 都 清 淅 
可 见 ， 结 构 完 好 。 这 提示 在 去 核 后 的 短 时 期 内 ， 去 核 细 胞 的 生活 状况 是 良好 的 。 

与 此 同时 ， 我 们 对 去 核 后 收集 的 核 体 也 进行 了 观察 ， 见 图 5 、6 、7 。 从 图 可 见 ， 
跑 核 由 一 薄 层 胞 质 包 度 ， 外 面 有 一 娠 完整 的 质 踊 。 并 可 见 核 膜 是 完整 的 ， 核 内 核 夺 及 染 
色 质 的 状况 是 正常 的 。 在 簿 层 胞 质 中 ， 可 见 少 量 线粒体 、 粗 面 内 质 爽 、 内 质 网 池 同 核 障 
相通 ， 还 可 见 丰 富 的 游离 核 精 体 。 
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讨 it 


我 们 应 用 了 五 种 细胞 培养 物 ， 具 体 探讨 了 去 核 的 条 件 。 细 胞 类 型 、C B 深度、 离心 
速度 与 时 间 、 离 心 腔 温度 等 是 去 核 技术 中 较为 重要 的 因素 ! 而 培养 基 的 成 份 、 血 清 浓 
度 、pH 等 因素 相对 影响 较 小 。 就 离心 腔 温 度 来 说 ， 似 乎 是 个 伍 定 不 变 、 不 需 反 复 调整 
的 因素 ， 即 对 不 同类 型 的 细胞 都 需要 有 较 高 的 温度 (20—300) 方 能 获得 较 好 的 去 核 效 
果 、 而 离心 速度 和 时 间 ， 对 不 同类 型 的 细胞 则 巾 有 不 同 。 当 我 们 需要 对 一 个 新 的 细胞 类 
型 进行 去 核 时 ， 可 首先 考虑 采用 12,000 一 15,000 转 分 、40 分 钟离 心 去 核 较 易 接近 最 适 
条 件 。C B 浓度 和 预 培 时 间 是 基本 的 去 核 因素 ， 各 种 细胞 对 该 药物 的 敏感 性 不 一 致 。 一 
般 的 细胞 ， 可 首先 考虑 在 5 一 10hgjml 的 C B 浓 度 中 37*C 预 处 理 2 小 时 的 条 忻 去 核 。 总 
之 ， 只 要 综合 分 析 和 选用 适当 的 条 件 ， 就 能 较 容 易 地 获得 90%% 及 以 上 的 去 核 率 。 这 里 值 
得 一 提 的 是 ， 我 们 认为 观察 细胞 传代 时 胰 酵 分 散 的 难 易 和 细胞 生长 时 有 无 接触 抑制 这 两 
点 ， 在 考虑 此 细胞 去 核 条 件 时 有 一 定 意 义 。 另 外 ， 即 使 按 景 适 条 忻 去 核 ， 仍 只 能 获得 90 
一 98 儿 的 去 核 细 胞 ， 而 不 能 获得 100% 的 去 核 细胞 ， 这 是 今后 实验 中 需 要 进一步 研究 的 
问题 。 

H KMB, 去 核 细 胞 进行 的 形态 学 、 存 活 时 间 、DNA 合成 情况 及 超 微 结构 的 观察 ， 
提示 由 此 获得 的 去 核 细胞 ， 可 以 用 来 进行 有 关 细 胞 生物 学 的 研究 和 病毒 与 细胞 相互 作用 
的 研究 。 周 时 ， 实 验 所 得 的 核 体 实际 上 是 一 个 含有 少量 胸 质 的 小 细 胸 。 虽 然 这 种 小 细胞 
不 能 再 生 所 有 的 细胞 器 并 演变 为 正常 细胞 ， 但 这 有 利于 胞 核 体 离开 细胞 后 能 存活 一 段 时 
间 ， 并 为 核 移植 和 细胞 拆 合 工程 的 研究 提供 了 良好 的 基础 。 


结 g 


选用 了 五 种 实验 室 常用 的 硼 乳 类 细胞 (包括 二 傍 体 细胞 和 蜡 售 体 细胞 ) 进行 去 核 研 
究 。 发 现 细胞 类 型 、 细 胞 松 驰 素 忆 浓度 、 离 心 速度 与 时 间 、 离 心 腔 温 度 等 因素 对 去 核 效 
困 影 响 较 大 。 并 初步 建立 了 这 五 种 细胞 去 核 的 景 适 条 人 忻 ， 在 这 种 条 件 下 可 获得 90 冯 以 上 
的 去 核 率 。 同 时 对 及 MB;,? 二 悦 人 细 胞 去 核 所 得 的 胞 质 体 和 胞 核 体 进行 了 形态 学 和 部 分 生 
物 学 性 质 的 观察， 结果 提示 所 得 的 胞 质 体 可 用 来 进行 有 关 细 胞 生物 学 和 病毒 与 细胞 相互 
关系 的 研究 ， 所 得 的 胞 核 体 可 用 来 进行 核 移植 和 细胞 拆 合 工程 的 研究 。 
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A STUDY OF ENUCLEATION FOR CULTURED 
MAMMALIAN CELLS IN VITRO 


Yan Xiaofeng Guo Ren Zhuang Junyineg 
Zhang Xinsheng Xu Weimin 


(Institute of Medical Biology, the Chinese Academy of Medical Sciences, Kunming) 


For a long time, ceil biologists and virologists have been trying to find a 
good way by means of which the relationship between the mammalian cell nuc~ 
leus and the cytoplasm and the ‘problem concerning the roles of the two main 
parts during virus replication may be studied. Following Carter’ report in 1967 
that Cytochalasin B (a metabolite of the mould) may induce the cultured cells 
to enucleate. Prescott devised a method of mass enucleation by centrifugation in 
Cytochalasin B. Since articles about this method have scarcely been published in 
our country, and in order to put it to use widely, we have selected five kinds 
of cells which are often used in our laboratory, and observed the enucleating 
conditions and the biological properties of the enucleated cells, 

The five kinds of cells we selected are as follows, subcultured monkey ki- 
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dney cellss a human fetal lung diploid cell strain KMB-17; a human fetal ki- 
dney cell line and two cervix carcinoma cell lines (HeLa. Gung743). All the 
cells are grown in the 199 medium supplmented with 10% calf serum, pH7.2. 
When enucleating, the coverslips where the tested cells are grown as submono- 
layer are positioned with the cell facing the bottom of the centrifuge tubes, The 
medium, prewarmed to 37°C and containing required concentrtions of CB, is 
kept in the centrifuge tubes, After some hours, centrifugation is carried out ac— 
cording to the predetrmined speed and time, And then, the coverslips are remo- 
ved from the centrifuge tubes, and incubated in CB-free medium at 37°C for half 
an hour, The coverslips are fixed with methyl alcohol, and stained with Giem- 
sa, The enucleate precentage is examined under an optical microscope, 

After repeated experiments, we have found that CB concentrations, centri- 
fuge speeds, centrifuge time and centrifuge chamber temperatures are the major 
factors affecting the efficiency of enucleation, and all other factors are of minor 
importance. 5-10ug/ml of CB, 2 hours for pretreating 'time, cells grown as 
submonolayer, centrifuge speed 12,000-15,000 rpm, centrifuging for 30-60 mi- 
nutes every time and 20-30°C of centrifuge chamber tempereture are the optimal 
conditions for enucleation, with which we have succeed in making 90% or more 
of these cells enucleate, At the same time, we have observed that return of the 
enucleated cells to normal norphology is completed in CB-free medium in 30 
minutes, The neutral red staining of the enucleated cells shows that they can 
survive in vitro for 36 hours, Inverstigation of the results of the *H-thymidine 
incorporated into the enucleated cells by means of a liquid scintillation counter 
shows that there is no DNA synthesis in the enucleated cells, Moreover, by using 
an electronic micros cope, we have also observed the ultrastructure of the cytop- 
lasts and the karyoplasts of KMB-17 cell strain collected 30 minutes after enuc- 
leation by centrifugation in Cytochalasin B, The results demonstrate that the 
cytoplasts are normal anucleate cells, In the cytoplasts, all the cytoplasmic or- 
ganelles are present except the cell nucleui, while the karyoplasts are intact 
nucleui possessing normal fine structure and enclosed by a small amount of cy- 
toplasm, i 

Through many experiments, we realize that the heteroploid cells adhere 
loosely to the coverslips and pile up during the growth, so they are apt to de- 
tach themselves and get lost, The enucleation conditions of the cells should th- 
erefore be carefully considered, We believe that the enucleation by centrifugation 
in Cytochalasts B is a good method, and the enucleate cells and the karyoplasts 
obtained in this way are good means by which cell biology, virology and cell 


engineering may be studied in our country, 
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eee oY 和 o OR- Pa eo 
， 图 1 体外 培养 的 正常 人 二 (3k sah 电镜 国 图 5 经 过 离心 去 核 之 后 所 得 的 细胞 核 , 低 倍 。 
了 可 见 细胞 核 CN) , 和 明显 的 核 仁 ( Nw), 并 可 见 两 个 都 星 双 叶 核 ， 核 膜 与 核 仁 很 清楚 。 在 细胞 
中 心 体 (Ce) ,高 尔 基 复合 器 (G), 线粒体 (hM) 核 外 还 带 出 一 薄野 胞 浆 ， 其 中 可 见 少量 线粒体 
及 粗 面 内 质 网 (ER 等 细胞 器 。 x21,600 RBRHARA SMM 7,200 





本 因 2 去 核 30 分 钟 后 的 人 二 信 体 无 以 细胞 ， 。 国 6 。 部 分 游离 细胞 核 的 高 售 图 。 细胞核 从 细 
DO 低 倍 可 以 看 到 二 倍 体 正常 细胞 的 细胞 质 的 胞 中 脱出 时 带 出 一 部 分 胞 浆 ， 胞 浆 周 边 有 一 层 
形态 结构 。 x12,000 质 膜 , 在 胞 浆 中 看 到 几 个 线粒体 和 粗 面 内 质 网 。 
- 图 3 部 分 去 核 细胞 的 高 倍 图 可 见 线粒体 及 x22,400 

; 粗 面 内 质 网 ， 中 心 体 ,有 时 也 可 见 到 微 丝 (MF) 


y 和 微 管 CMT). 42,000 图 7 fi MA 2 — Bhat, 图 不 胞 桨 中 共有 
图 4 部 分 去 核 细 胞 ， 可 见 清晰 的 高 尔 基 复 合 丰富 的 核糖 体 CRD ,并 可 见 内 质 网 池 同 核 腊 
器 细胞 。 76.000 相通 (>) o 23,200 © 
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